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Van-e benne...?

— Salmonella

— Campylobacter

— Listeria monocytogenes
— Escherichia coli O157:H7
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Mennyi van benne?
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Enterobacteriaceae
Escherichia coli

Mezofil aerob mikroba

Lactobacillus sp.
Bifidobacterium sp.

Elesztégombak
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Jelenlét kimutatas

— Szelektiv/differencialo tapkozegek
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Hagyomanyos azonositasi modszerek, lépések

— Tiszta tenyészet készitése
— Mikroszkopos vizsgalat (sejtforma, mozgas)
— Gram-festés

— Biokémiai vizsgalatok
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Kereskedelmi biokémiai tesztek

— Enterotube Il (Enterobacteriaceae) ~80 baktérium

— Oxi/lFerm Tube Il ~70 baktérium

Oxidaz préba
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Pozitiv /\ Negativ

Oxi/Ferm Tube Il Enterotube Il
Anaerob glukoz hasznositas Aerob glukdéz hasznositas
Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ
Aeromonas spp., Achromobacter spp., Enterobacteriaceae Acinetobacter spp.,
Plesiomonas Alcaligenes spp., Bordetella Stenotrophomonas
shigelloides, bronchiseptica, Moraxella maltophilia
Vibrio spp. spp., Pasteurella spp.
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Mikrobiolégiai Laboratérium - FoodMicro ropherivt

elunk minosege

Kereskedelmi biokémiai tesztek
¢ BBL Crystal

(GramPositive, E/NF, RG+, Anaerobe)
~450 mikroba

. API teszt
~600 mikroba
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Genom szintli azonositasi modszerek, lépések

— Tiszta tenyészet készitése 24-72 o6ra

— (Gram-festés)

Szekvenalas

DNS alapu technikak

~5-9.5 6ra

0000O
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Szekvenalas |.

A DNS-t alkotd bazisok sorrendjének meghatarozasa a 16S rDNS 500- 700bp
hosszusagu szakaszan

—  PCR (1.): 1200 — 1500 bp DNS fragment felsokszorozasa
—  Jeldl6 PCR (2.): dANTP beépitése

—  Kapillaris gélelelektroforézissel torténd szétvalasztas

o

5 DNA template strand 3 = o =

> 5 = A

G T-AGACTCQATAAGCCECECA -

GCGT o >~

- —— — T i e

primer i =

5 = B == E

GTAGACTCGATAAGCCCGCA u =S
DNA polymerase | + 4 dNTPs - -

+ ddATP  ddCTP ddTTP
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Szekvenalas Il.

—  Fluoreszcensz jel detektalasa

— Osszehasonlitas adatbazissal
bazispar elhelyezkedés, hibak (N)
helyzete/szama

"Ju(\’\a‘ lf

ET TTGC GT I'C T(
310 330 ,‘Jfl

. v “ Ll_ﬂw[
BLAST, RDP — Ingyenes
MicroSeq library — gyartoi adatbazis ~2000 mikroba
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360 374
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Ribotipizalas |.

. Southern-blotting alapu molekularis ,ujjlenyomat” vizsgalata

—  DNS emésztése restrikcios enzimekkel (EcoRI, Pvull)
—  Fragmentek elvalasztasa gélelektroforézissel

—  Fragmentek membranra vitele és rogzitése

—  DNS jelOlése

—  Detektalas

. Adatbazisban szerepl6 mintazatokkal torténd osszehasonlitas
~1400 mikroba, ~7000 mintazat

AKkar torzs szintu meghatarozas is lehetséges!
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RiboPrinter®

. Mintael6készités ~30 perc/8 minta
. Teljesen automatizalt folyamat
. Eredmeény: 8 ora mulva

Folyamatos Uzemeltetés mellett egy munkanap

alatt 32 minta futtathato.
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Ribotipizalas elve I.

' > @ > i
EcoRl A B C D E EcoRl
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EcoRI A B C D E EcoRI
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Ribotipizalas elve II.

Torzs #1 Torzs #2
B B

= D D Konzervativ
2 fragmentek
€ - C - C
£
(o))
£ — A
o)
2 — -
Q A Eltéres
9 — E

—_— E

Azonos 16S szekvencia, eltéré RiboPrint™ mintazat
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Adatbazis

. A folyamat végén a rendszer automatikusan létrehozza a RiboPrint™
mintazatot

Listeria monocytogenes

Konzervativ reg i0 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

LISTERIA Listeria monocytogenes

(12 patterns) Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

STAPHYLOCOCCUS Listeria monocytogenes

11 patterns
(p ) Listeria monocytogenes

. Az adatbazis folyamatosan frissul (ATTC, DSMZ, Riken)

Felhasznalas soran automatikusan bovul+onalléan bovitheto
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Masodlagos csoportositas — RiboCsoport

Amennyiben a hasonlésag >90%

Forras — Mikroba azonositasa

DUPont ID Label |1ormalized |Hormalized | Signal to RiboGroup RiboPrint™ Pattern
Background Signal Background 1 khip 5 110 15 =0
! S N L N
i?;ﬂ;;zella ser 4139 535 1.25 PN 281 -10-5-1 I
E:tlzr?t?;ia b 473 704 168 P 281-10-5-2 I
Samonela ser. £.26 746 119 PYLII 281-10-5-3
gﬁ:;l;ﬂ;e"a == E.76 4 B3 0.59 PYUI281-10-2-4
fﬂ?;ﬁnﬂdl'::!aa == B.75 4 E1 0.65 PUI 281 -10-2-5
f::mzz:ﬂﬁ == 5.92 576 0.53 PYUI 251 -10-5-5
??:JT.I?H:IS:,IE;IEI’ 5.05 2E5 052 PYUIN 231 -10-5-F
?::JT.I?H:IS:,IE;IEI’ 4 85 52 1.07 PYUIN 231 -10-3-F
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Masodlagos csoportositas — RiboCsoport - - e d T
mTses - ‘é
" V4 V4 ’ *
Amennyiben a hasonlésag >90% _¥ . _Pa_"
3. " g*
- -4 - - o - - - —-—
r L r L] r - ——
Az adatbazisban nem szereplo mikrobak is ¥ A -
” - e - — . b -
besorolhatok. = --
- :
/4 ] rq 7 " ” p
Forras — Mikroba azonositasa *® -y -.--
Sample DuPont 1D Hormalized |Hormalized | Signal to .
Mumher""ll Similarity DuFont D | DuPont D Label Background Signal Background RiboGroup
Ezchetichia coli
1 [28112.51 091 DUP-30B4 | " Coomiry (247 208 084 ECORI 281-11-5-1
2 [2811252 096 DUR-11084 | Citrobacter freundii 3 49 5.90 169 ECORI 281-11-5-2
Enterobacter
3 [281-12-53 096 DUP-14143 | o eres 385 433 125 ECORI 281-11-5-3
4 [281-12-54 093 DUP-20162  Escherichiacoli |3 .60 178 050 ECORI 281-11-5-4
5 (2811255 D92 DUP-20182  Escherichiacoli | 3.83 375 098 ECORI 281-11-5-5
§ [281-12-56 088 DUP-18664  Escherichiacoli |4.14 1053 255 ECORI 251-11-5-6
7 |2811257 516 14.20 275 ECORI 281-11-5-7
g [2811258 093 DUP-20165  Eschetichia coli |4 51 10.44 232 ECORI 281-11-5-8
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Koszonom megtisztelo figyelmuket!
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